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La presente invention conceme xm concentrat liquide de bacteries adaptees et 
viables pour un usage alimentaire. De maniere preferentielle mais non limitative, les 
bacteries produites sont des bacteries lactiques. 

L'ingestion de certaines souches de bacteries, en particulier celles qui 
appartiennent aux gem*es Lactobacillus et Bifidobacterium sont particulierement 
benefiques au niveau de la sante, notamment en favorisant un bon fonctionnement de 
la flore intestinale. En effet, ces bacteries produisent des bacteriocines et de Tacide 
lactique qui augmentent la digestibilite des aliments, favorisent le peristaltisme 
intestinal, et accelerent revacuation des selles. De plus, ces bacteries produisent 
certaines vitaitiines du complexe B, et favorisent en general I'absorption des vitamines 
et mineraux, diminuent le cholesterol sanguin, renforcent le systeme immunitaire et 
tapissent les muqueuses intestinales afin de proteger contre I'invasion et les activites 
des microorganismes nuisibles. . ^ 

De ce fait, depuis plusieurs annees, les industries agroalimentaires fentent 
d'incorporer de telles bacteries dans leurs produits finaux, le plus generalement des 
yaourts. 

Actuellement, ces bacteries sont utilisees sous une fonne congelee ou 
lyophilisee. Cependant, ces processus de production sont trauniatisants pour les 
bacteries qui perdent une partie de leur activite et parfois leur viabilite. Cela est 
prejudiciable pour les industriels producteurs et pour les consommateurs de ces 
produits car les bacteries doivent satisfaire aux exigences de qualite et de performances 
technologiques, si possible pendant plusieurs mois. II serait done souhaitable d'utiliser 
des bacteries produites par un precede leur assurant une viabilite et une activite 
maximale, A cet effet, une methode consiste a produire les bacteries sous une forme 
liquide. Cependant il a ete mis en evidence que cette methode genere egalement une 
moitalite importante des bacteries, apres I'introduction des bacteries dans le produit 
final. 



En outre, pour diminuer les couts de stockage des bacteries et faciliter 
radjonction des bacteries dans le produit jfinal, il serait souhaitable de concentrer les 
bacteries sous forme liquide. Pour cela, rhomme du metier utilise de maniere 
habituelle une etape de centrifugation ou de filtration. Cependant^ la centrifugation est 
5 un processus traumatisant pour les bact6ries qui peut entrainer une forte mortalite 
cellulaire notammient due a un fort cisaillement et de plus^ ce procede n'est pas bien 
adapte pour la centrifugation de faibles volumes tels que ceux requis dans la 
production de bacteries destinies a etre additionnees en tant que probiotique a des 
produits alimentaires. Concemant une etape de filtration classique, celle-ci pose 
10 egalement des problemes mortalite des bacteries et de colmatage des filtres par les 
bacteries. 

II serait done souhaitable de produire un volum.e souhaite de concentrat liquide 
de bacteries qui presentent une activite et une viabilite maximale apres P etape de 
concentration et apres 1 'introduction dans le produit final. 

15 De maniere surprenante et inattendue, les inventeurs ont montre qu'une etape 

d"" adaptation des bacteries permettait d'augmenter de maniere significative Tactivite et 
la viabilite des bacteries apres Tintroduction dans le produit final, 

De plus, les inventeurs ont montre qu'une etape de filtration tangentielle, sous 
certaines conditions particulieres (pression, concentration^ porosite de membrane etc), 

20 permettait de concentrer de gros volumes de culture de bacteries, tout en preservant 
leur viabilite et sans colmatage des filtres. 

La filtration tangentielle permet de produire deux courants en fonction de la 
nature et de la structure de la membrane : le permeat (le milieu de culture sensibleraent 
exempt de bacteries) et le retentat (contenant les bacteries, appele aussi concentrSt). 

25 Dans une filtration tangentielle, le fluide ne circule non pas perpendiculairement mais 
parallelement k la surface de la membrane et assure ainsi par sa vitesse d'ecoulement 
un auto nettoyage qui previent ^accumulation de depots qui obturent la surface de 
filtration (appele commun^ment colmatage des filtres). 

Un objet de la pr6sente invention est done un concentr§.t de bacteries caracterise 

30 en ce que le concentrat est liquide et en ce que les bacteries sont adaptees, viables et a 
une concentration comprise entre 5.10*^ et 5 JO* ^ ufc/ml. 
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3 . 

Par bacteries, on entend designer preferentiellement selon la presente invention 
des bacteries laotiques, dn genre Lactobacillus spp.. Bifidobacterium spp,, 
Streptococcus spp, Lactococcus spp. et en particulier Lactobacillus easel 
Lactobacillus plantaninh Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus helveticus, 
Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium animalis. Bifidobacterium breve. 
Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis. 

Par bacteries adaptees, on entend designer, selon la presente invention, des 
bacteries plus resistantes a differents stress, en particulier lies a differents stress 
physicochimiques . 

Par bacteries adaptees et viables, on entend designer, selon la presente invention, 
des bacteries dont le taux de survie apres 28 jours dans un produit aiimentaire, en 
particulier un produit laitier ou une boisson, est superieur a 60% et avantageusenient 
superieur a 80%. 

La viabilite des bacteries est mesuree par des techniques de numeration connue 
de rhomme du m6tier comme par exemple la numeration en masse, la numeration en 
surface, les cellules de Malassez, le comptage direct, la turbidite, la nephelometrie, le 
comptage electronique, la cytometric en flux, la /fluorescence, rimpedimetrie, 
I'analyse dlmages. 

Selon la presente invention, le concentrat est caracterise en ce que les bacteries 
adaptees presentent an tnoins Tune des caracteristiques suivantes quand elles sont 
ajoutees a un produit alinientaire : 

i) un taux de survie superieur a 80% apres 14 jours dans un produit 
alimentaire a une temperature comprise entre 4^C et ledit produit 
alimentaire ayant un pH compris entre 3 et 7 ou 

ii) un taux de survie superieur a 60% et avantageusement superieur a 80% 
apres 28 jours dans un produit alimentaire a une temperature comprise 
entre 4°C et 45''C, ledit produit alimentaire ayant un pH compris entre 3 
et7. 

Selon la pr6sente invention, le concentrat est caracterise en ce que les bacteries 
presentent les deux caracteristiques i) et ii). 

Selon la presente invention, le concentrat est caracterise en ce que le produit 
alimentaire est un produit laitier et/ou une boisson. 
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Selon la presente invention, les bacteries dn concentrSt sont viables pendant une 
p6riode comprise entre 4 et 6 semaines. 

Selon la pr&ente invention, le concentrat est caracterise en ce qu'il est 
susceptible d'etre obtenu par: le proc^de comprenant les etapes successives de 
5 propagation des bacteries dans un milieu de culture, d' adaptation des bacteries, de 
lavage du milieu de culture contenant les bacteries adapt^es par microfiltration 
tangentielle^ et de concentration en bacteries du milieu lav6 par microfiltration 
tangentielle. 

Selon la presente invention, le milieu de culture de Tetape de propagation est un 
1 0 milieu synthetique. 

Par milieu synthetique, on entend designer selon la presente invention un 
milieu dans lequel sont introduits des composants soumis a un controle quantitatif et 
qualitatif rigoureux. 

Selon la presente invention^ la solution utilisee a I'etape de lavage est adaptee a 
15 rutiiisation alimentaire du concentrat de bacteries et presente une pression climatique 
compatible avec la viabilite des bacteries. 

Les inventeurs ont montre que I'etape d'adaptation des bacteries permet de 
reduire la mortalite des celles-ci, provoquee par le changement de milieu des bacteries 
entre leur milieu de culture et le produit alimentaire final a additiver, 
20 Selon la presente invention Tadaptation des bacteries est mise en evidence par 

la mesure de parametres du milieu de culture des bacteries et/ou de parametres des 
bacteries. Selon la presente invention, les parametres du milieu de culture sont 
preferentiellement le pH, la pression osmotique et/ou la temperature. 

D'autres parametres du milieu de culture des bacteries pour la mise en evidence 
25 de Tadaptation des bacteries sont possibles, comme par exemple la concentration en 
Sucre du milieu bacterien. 

Preferentiellement, dans le cas ou le parametre du milieu de culture est le pH, 
Tetape d'adaptation est realisee par diminution du pH par acidification naturelle. 

Afin d'effectuer I'etape d'adaptation des bacteries au pH par acidification 
30 naturelle, on pent par exemple mesurer la concentration en sucre du milieu de 
feimentation et au-dela d'une concentration seuil pour chaque espece de bacteries, on 
sait que le pH n'est plus regule et Tadaptation au milieu devient tres aisee. 
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Ainsi, par exemple, si la concentration en sucre du milieu de fermentation de 
Lactobacillus casei est de 9 g/L, le pH n'est plus regale et est environ egal a 5. II 
devient alors plus aise pour la souche adaptee d'eti-e ajoutee a un nouveau milieu et 
ceci permet une viabilit6 plus importante des bacteries dans le milieu final. 

En outre, selon la presente invention, la filtration tangentielle peut 6tre utilisee 
pour I'etape d'adaptation des bacteries. 

Selon la presente invention la ou les membranes de filtration tangentielle sont 
d'une porosite comprise entre 0.01 et 0,5 {im et de maniere preferentielle, entre 0.1 et 
0.3 iim. 

Ces membranes sont utilisees pour les etapes de lavage et de concentration du 
precede et eventuellement I'etape d'adaptation des bacteries. 
Les membranes de filtration sont caract6risees par: 

- la porosite et I'epaisseur de la couche filtrante dont depend le debit de perm^at. 

- le diametre des pores et leur repartition dont depend I'efficacite de separation. 

- le materiau employ^ dont d6pend la resistance mecanique, chimique, thermique 

et la facilite de nettoyage. 

Par membrane de filtration, on entend designer des membranes organiques ou 

minerales. 

Les membranes organiques peuvent etre composees entre autre d' acetate de 
cellulose, de polyamides aromatiques, de polysulfone, d' esters de cellulose, de 
cellulose, de nitrate de cellulose, de PVC, ou de Polypropylene. 

Les membranes minerales peuvent etre composees entre autre de ceramique 
fiittee, de metal fritte, de carbone, ou de verre. 

Selon la presente invention, le parametre des bacteries est la taille des bacteries. 

Preferentiellement, dans le cas ou I'adaptation est mise en evidence par la taille 
des bacteries, la distribution des longueurs de chaque bacterie dudit concentrat se situe 
majoritairement entre 0,1 et 10 micrometres, avantageusement entre 0,5 et 5 
micrometres. 

La mesure de la taille des bacteries se fait par un moyen adapte. 

Un moyen adapte peut etre par exemple un prelevement regulier de bacteries suivi 
d'une mesure de la taille des bacteries par cytometrie de flux. 

Selon la presente invention, le pH du concentrat est compris entre 3 et 6. 
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Selon la presente invention, la temperature d'utilisation du concentrSt est 
comprise entre 25 et 45°C et preferentiellement entre 35 et 39*^0, 

Par temperature d^utilisation, on entend designer selon la presente invention la 
temperature du concentrat quand il est ajoute a un produit alimentaire. 
5 Selon la presente invention, le concentrat est conditionne dans des poches 

souples, hermetiques et steriles. 

Par poches souples hermetiques, on entend designer, selon la presente invention 
et de maniere preferentielle, des poches en plastique alimentaire. 

Selon la presente invention, le concentrSt, conditionne en poches souples 
10 hermetiqueS;, pent etre conserve a une temperature comprise entre -50°C et 4°C apres 
conditionnement. 

De maniere optionnelle, il est possible de rajouter au concentrat liquide de 
bacteries adaptees et viables conditionne en poclies sonples, et conserve a des 
temperatures basses, des molecules cryoprotectrices telles que le saccharose par 
15 exemple. 

Selon la presente invention, le concentrat, conditionne en poches souples et 
hermetiques, conserve a une temperature comprise entre -SO^C et 4°C, est rechauffe 
jusqu'a une temperature comprise entre 25^C et 45''C, avantageusement entre 35 et 

par un moyen adapte avant d'etre utilise. 
20 Par moyen adapts, on entend designer selon la presente invention par exemple 

I'utilisation d'un bain marie a une temperature non letale pour les bacteries, par 
exemple SJ^'C. 

Un objet de la pr6sente invention est egalement I'utilisation du concentrat 
liquide de bacteries adaptees et viables, selon la presente invention en tant qu'additif 
25 alimentaire. 

Par additif alimentaire, on entend designer selon la presente invention toute 
substance chimique ajoutee aux aliments dui*ant leur preparation ou en vue de leur 
entreposage pour obtenir un effet technique d6sire. De plus, selon la presente 
invention, le concentrat liquide de bacteries possede une numeration stable, les 
30 bacteries etant viables et n'effectuant pas de fermentation dans le produit final 
additiv6. 
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Un objet de la presente invention est egalement un prodnit alimentaire additive, 
caracterise en ce que P additif alimentaire utilise est le concentrat liquide de bacteries 
adaptees et viables selon la presente invention. 

Selon la presente invention, le produit alimentaire est xm produit laitier et/ou une 

5 boisson. 

Par produit laitier on entend designer selon la presente invention, en plus du lait, 
les produits derives du lait, tels la cr^me, la creme glacee, le beurre, le jfromage, le 
yogourt; les produits secondaires, comme le lactoserum, la caseine ainsi que divers 
aliments prepares contenant comme ingi"edient principal du lait ou des constituants du 
10 lait 

Par boisson on entend designer selon la presente invention des boissons comme 
par exemple les jus de ioruits, les melanges de lait et de jus de fruits, les jus vegetaux 
tels que par exemple le jus de soja, le jus d'avoine ou le jus de riz, les boissons 
alcoolisees comme par exemple le kefir, les sodas, et les eaxix des source ou minerales 
1 5 additionnees ou non de sucre ou d'aromes par exemple. 

Un objet de la presente invention est egalement un procede de fabrication d'un 
produit alimentaire additive selon la presente invention, caracterise en ce .que le 
concentrat liquide de bacteries adaptees et visibles est additionne au produit 
alimentaire en fin de ligne de production et preferentiellement avant le 
20 conditionnement du produit alimentaire. 

Selon la presente invention, le procede de fabrication d'un produit alimentaire 
additive est caracterise en ce que le concentrat liquide de bacteries adaptees et viables 
est additionne au produit alimentaire en ligne par pompage. 

25 La presente invention sera mieux comprise a Taide du complement de 

description qui va suivre, qui se r6fere a des exemples de mesui-e de la viabilite et de 
r adaptation des bacteries du concentrat liquide selon la presente invention. 

II va de soi, toutefois que ces exemples ne sont donnes qu'a titre d'illustration de 
Tobjet de Pinvention, dont ils ne sauraient constituer en aucune maniere une 

30 limitation. 



Le gende des figures : 
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Figure 1 : Suivi de la viabilite de souches de lactobacillus casei adaptees et non 
adaptees dans xm. produit alimentaire de type yaourt sur une periode de 
28 jours. 

5 

Figure 2a : Histogramme de distribution de taille de souches de Lactobacillus 
caser adaptees et non adaptees avant d^Stre soumises a un stress acide. 

Figure 2b : HistograiTime de distribution de taille de souches de Lactobacillus 
10 casei adaptees et non adaptees apres etre soumises a un stress acide 

EXEMPLES : 

* Exemple 1 : Consequences de T adaptation de souches de L. casei sur leur viabilite. 

15 

On souhaite evaluer les consequences d'nne etape d' adaptation de souches de 
Lactobacillus casei au niveau de leur viabilite. 

Pour cela, on prepare un lot de bacteries tenaoin de Lactobacillus casei qui sont 
raises en culture dans nn milieu MRS (milieu special permettant la croissance des 
20 lactobacilles, mis au point par Man, de Rogosa et Sharpe). 

En parallele a ce lot temoin, on prepare un lot de bacteries Lactobacillus casei, 
qui apres la mise en culture dans un milieu MRS sont adaptees par une etape 
d'acidification naturelle. 

Pour cela, apres 17 heures de culture, une diminution du pH est realis6e par 
25 acidification naturelle sur une heure pour passer de pH 6,5 h pH 5. 

Bnsuite, les deux lots de bacteries sont laves et concentres en bacteries par 
microfiltration tangentielle. 

Ces deux concentrat de bacteries sont introduit separement dans une masse de yaourt a 
pH 5.5 et k une temperature de 10°C. 
30 On mesure la quantite de bacteries vivantes a J+ 1 dans les deux lots de yaourt. 

On preleve ensuite tons les jours un echantillon des deux lots de yaourt 
additionne respectivement du concentrat bacterien temoin et du concentrat de bacteries 
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adaptees, et on quaBtifie le nombre de souches survivantes par rapport au nombre de 
soiiches vivantes k J+1. Pour cela, on effectue une numeration en masse. 

Pour chacune des mesures de viabilite durant la p6riode de conservation du 
produit fmi, ce dernier est bien homogeneise avant le prel^vement. Un prelevement 
5 sterile de 1 ml de produit est realise. Une dilution s6ri6e de 10 en 10 est effectuee, Les 
differentes dilutions du produit sent placees dans une boite de Petri et un miUeu g61ose 
liquide (puisque prealablement chauffe a 50°C) est coule sur ces fractions du produit. 
On choisira le milieu a couler en fonction de la nature des bacteries que Ton souhaite 
compter. Le milieu gelose durcit. Les boites de Petri sont alors placees en incubation 
10 pendant quelques jours (2-5j) a 37°C. Les resultats sont iUustrds par la figure 1. 

On observe qu'^ au bout de 7 jours, le nombre de bacteries survivantes dans le 
lot des bacteries t6moin est de 80% et pour le lot de bactdries adaptees de 105% (il y a 
eu une legere croissance bacterienne). 
15 Au bout de 14 jours, le nombre de bacteries survivantes dans le lot des bacteries 

temoin est de 58% et pour le lot de bacteries adaptees de 110% (il y a eu une legere 
croissance bacterienne). 

Au bout de 28 jours, le nombre de bact6ries survivantes dans le lot des bacteries 
temoin est de 42% et pour le lot de bacteries adaptees de 110% (il y a eu une legere 
20 croissance bacterienne). 

En conclusion, I'etape d'adaptation des bacteries induit une diminution de la 
mortality des bacteries de Fordre de 60 % par rapport a un lot temoin de bacteries non 
adaptees, apres 28 jours dans un yaourt. 
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* Exemple 2 : Evolution de la taiUe de bacteries adapt6es et de bacteries non adaptees 
soumises k un stress acide. 



On souhaite suivre revolution de la taille de bacteries adaptees et de bacteries 
30 non adaptees soumises a un stress acide. 



1 er depot 




10 

Poxtr cela, on prepare un lot de bacteries temoin de Lactobacillus casei qui sont 
mises en culture dans un milieu MRS (milieu special permettant la croissance des 
lactobacilles, mis au point par Man, de Rogosa et Sharpe). 

En parallele k ce lot temoin, on prepare un lot de bacteries Lactobacillus casei, 
5 qui apres la mise en culture dans un milieu MRS sont adaptees par une etape 
d' acidification naturelle. 

Pour cela, apres 17 heures de culture, une descente du pH est realisee par 
acidification naturelle sur une heure pour passer de pH a pH 5. 

Ensuite, les deux lots de bacteries sont lav6s et concentres en bacteries par 
1 0 microfiltration tangentielle. 

On effectue ensuite un prelevement de bacteries et Ton mesure leur taille par 
cytometric de flux. On etablit ainsi un histogramme de distribution de taille des 
bacteries adaptees et non adaptees (lot temoin) (figure 2a). On observe que la 
distribution de taille des bacteries des deux lots est tres similaire. 
15 Ensuite, les deux lots de bacteries sont soumis a un stress acide par ajout des 

bacteries a un milieu ayant un pH de 3. 

On effectue ensuite un prelevement de bacteries et Ton mesure leur taille par 
cytometrie de flux. On etablit ainsi un histogramme de distribution de taille des 
bacteries adaptees et non adaptees apres un stress acide (figure 2b). On observe que la 
20 distribution de taille des bacteries des deux lots est tres differente. Dans le lot de 
bacteries adaptees, la tmlle de firequence la plus importante est de 3,2 |Lxm (fi-equence 
de 0.016). Dans le lot de bacteries non adaptees, la taille de firequence la plus 
importante est de 5.45 |Lim (firequence de 0.012). 

En conclusion, I'etape d'adaptation des bacteries induit une diminution de la 
25 taille des bacteries de Fordre de 60% lorsque celles-ci sont soumises a un stress acide, 
par rapport a des bacteries non adaptees. II est done possible de mettre en evidence 
r adaptation des bacteries par la mesure de leur taille. 
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Revendications 

Concenti-at de bacteries caracterise en ce que le concenti-at est liquide et en ce que 
les bacteries sont adaptees, viables et a une concentration comprise entre 5.1 et 
5.10^'ufc/ml. 

Concentrat selon la revendication 1 caracterise en ce que les bacteries sont des 
bacteries lactiques, en particulier des bacteries du genre Lactobacillus spp.. 
Bifidobacterium spp. Streptococcus spp. et Lactococcus spp. 

Concentrat selon I'une quelconque des revendications precedentes caracterise en ce 
que les bacteries adaptees pr^sentent au moins I'une des caracteristiques suivantes 
quand elles sont ajoutees a un produit alimentaire : 

i) un taux de survie superieur a 80% apres 14 jours dans un 
produit alimentaire a une temperature comprise entre 4^C 
et 45°C, ledit produit alimentaire ayant un pH compris 
entre 3 et 7 ou 

ii) un taux de survie superieur a 60% et avantageusement 
sup6rieur a 80% apres 28 jours dans un produit alimentaire 
a une temperature comprise entre 4°C et 45°C, ledit 
produit alimentaire ayant un pH compris entre 3 et 7. 

4. Concentrat selon la revendication 3 caracterise en ce que les bacteries presentent 
les deux caracteristiques i) et ii). 

5. Concentrat selon I'une quelconque des revendications 3 a 4 caract6ris6 en ce que le 
produit alimentaire est un produit laitier et/ou une boisson. 

6. Concentrat selon Tune quelconque des revendications precedentes caracterise en ce 
que les bact6iies sont viables pendant une periode comprise entre 4 et 6 semaines. 
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Revendications 

1 . ConcentrSt de bacteries caracterise en ce que le concentrat est liquide et en ce que 
les bacteries sont adapt6es, viables et a une concentration comprise entre 5,10^^ et 

5 5.10^^ ufc/ml^ lesdites bacteries adaptees etant plus resistantes a diff6rents stress, en 

particulier lies a diflferents stress physicochimiques 

2. Concentrat selon la revendication 1 caracteris6 en ce que les bacteries sont des 
bacteries lactiques, en particulier des bacteries du gem^e Lactobacillus spp., 

10 Bifidobacterium spp. Sti'eptococcus spp. et Lactococcus spp. 

3. Concentrat selon Tune quelconque des revendications precedentes caracterise en ce 
que les bacteries adaptees presentent au moins Fune des caracteristiques suivantes 
quand elles sont ajoutees a un produit alimentaire : 

15 i) un taux de survie superieur a 80% apres 14 jours dans un 

produit alimentaire a une temperature comprise entre 4°C 
et 45''C5 ledit produit alimentaire ayant un pH compris 
entre 3 et 7 ou 

ii) un taux de survie superieur a 60% et avantageusement 
20 superieur k 80% apres 28 jours dans un produit alimentaire 

a une temperature comprise entre 4°C et 45°C, ledit 
produit alimentaire ayant un pH compris entre 3 et 7. 

4. Concentrat selon la revendication 3 caracterise en ce que les bacteries presentent 
25 les deux caracteristiques i) et ii). 

5. Concentrat selon Tune quelconque des revendications 3 a 4 caracterise en ce que le 
produit alimentaire est un produit laitier et/ou une boisson. 



30 6. Concentrat selon Tune quelconque des revendications precedentes caracterise en ce 
que les bacteries sont viables pendant une periode comprise entre 4 et 6 semaines. 
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7. Concentrat selon I'une quelconque des revendications precedentes caracterise en ce 
qu'il est susceptible d'etre obtenu par le precede comprenant les etapes successives 
de propagation des bacteries dans un milieu de culture, d'adaptation des bacteries, 
de lavage du milieu de culture contenant les bact6ries adaptees par microfiltration 
tangentielle, et de concentration en bacteries du milieu lave par microfiltration 
tangentielle. 

8. Concentrat selon I'une quelconque des revendications pr6c6dentes caract6ris6 en ce 
que 1' adaptation des bacteries est mise en evidence par la mesure de parametres du 
milieu de culture des bacteries et/ou de parametres des bacteries. 

9. Concentrat selon la revendication 8, caracterise en ce que les parametres du milieu 
de culture sont le pH, la pression osmotique, et/ou la temperature. 

10. Concentrat selon la revendication 9 caracteris6 en ce que le parametre du milieu de 
culture est le pH et que I'etape d'adaptation est realisee par diminution du pH par 
acidification natvirelle. 

11. Concentrat selon les revendications 1 a 10 caracterise en ce que les bacteries sont 
adaptees par un precede de microfiltration tangentielle. 

12. Concentrat selon la revendication 9, caracterise en ce que le parametre des 
bacteries est la taille des bacteries. 

13. Concentrat selon la revendication 12 caracterise en ce que la distribution des 
longuews de chaque bacterie dudit concentrat se situe majoritairanent entre 0,1 et 
10 micrometres, avantageusement entre 0,5 et 5 micrometres. 



14. Concentrat selon I'une quelconque des revendications precedentes caracterise en ce 
que son pH est compris entre 3 et 6. 
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7. ConcentrM selon Vunc quelconque des revendications precedentes caracterise en ce 
qu'il est susceptible d'etre obtenu par le procede comprenant les etapes successives 
de propagation des bacteries dans un milieu de culture, d'adaptation des bacteries, 
de lavage du milieu de culture contenant les bacteries adaptees par microfiltration 

5 tangentielle, et de concentration en bacteries du milieu lave par microfiltration 

tangentielle. 

8. Concentrat selon Fune quelconque des revendications precedentes caracterise en ce 
que Padaptation des bacteries est mise en evidence par la mesure de param^tres du 

10 milieu de culture des bacteries et/ou de parametres des bacteries. 

9. Concentrat selon la revendication 8, caracterise en ce que les parametres du milieu 
de culture sont le pH, la pression osmotique, et/ou la temperature. 

15 10. Concentrat selon la revendication 9 caracterise en ce que le pm^ametre du milieu de 
culture est le pH et que Tetape d'adaptation est r^alisee par diminution du pH par 
acidification natureUe. 

11, Concentrat selon les revendications 1 a 10 caracterise en ce que les bacteries sont 
20 adaptees par un procede de microfiltration tangentielle. 

12. Concentrat selon la revendication 9, caracterise en ce que le parametre des 
bacteries est la taille des bacteries. 

25 13. Concentrat selon la revendication 12 caracterise en ce que la distribution des 
longueurs de chaque bacterie dudit concentrat se situe majoritairement entre 0,1 et 
10 micrometres, avantageusement entre 0,5 et 5 micrometres- 

14. Concentrat selon Tune quelconque des revendications precedentes caracterise en ce 
30 que son pH est compris entre 3 et 6. 
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15. Concentrat selon I'une quelconque des revendications precedentes caract6ris6 en ce 
que sa temperature d'utilisation est comprise entre 25 et 45°C, avantageusement 
entre 35 et 39°C. 

16. Concentrat selon I'une quelconque des revendications precedentes caracteris6 en ce 
qu'il est conditionn6 dans des poches souples, herraetiques et steriles. 

17. Concentrat selon la revendication 16 caracterise en ce qu'il est conserve k une 
temperature comprise entre -50°C a +4°C apres conditionnement. 

18. Concentrat selon la revendication 17 caracterise en ce qu'il est rechauffe jusqu'a 
une temperature comprise entre 25 et 45°C, avantageusement entre 35 et 39°C par 
un moyen adapt6 avant d'etre utilise. 

19. Utilisation du concentrat selon I'une quelconque des revendications precedentes en 
tant qu'additif alimentaire. 

20. Produit alimentaire additiv6, caracterise en ce que I'additif alimentaire utilis6 est 
un concentrat liquide de bacteries adapt6es et viables selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 17. 

21. Produit alimentaire additive selon la revendication 20, caracterise en ce qu'il s'agit 
d'un produit laitier et/ou d'une boi sson, 

22. Proc6de de fabrication d'un produit alimentaire additive selon I'une quelconque 
des revendications 20 a 21, caracteris6 en ce que le concentrat liquide de bacteries 
adaptees et viables est additionne au produit alimentaire en fin de ligne de 
production et avantageusement avant le conditioimement du produit alimentaire. 

23. Proc6de de fabrication d'un produit alimentaire additive selon la revendication 22, 
caracterise en ce que le concentrat liquide de bacteries adaptees et viables est 

additionne au produit alimentaire en ligne par pompage. 
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15. Concentrat selon Tune qixelconque des reveadications 1 a 14 caract6ris6 en ce qu'il 

est consei-ve a line temperature comprise entre -50^C a -f4'^C apres 
conditionnement. 

5 16. Concentrat selon la revendication 15 caracterise en ce qn'il est rechauffe jusqu'a 
une temperature comprise entre 25 et 45*^C5 avantageusement entre 35 et par 
un moyen adapte avant d'etre utilise. 

17, Utilisation du concentrat selon Tune quelconque des revendications 1 a 16 en tant 
1 0 qu' additif alimentaire. 

18. Utilisation du concentrfit selon Tune quelconque des revendications 1 a 16, a une 
temperature comprise entre 25 et 45^C, avantageusement entre 35 et 39°C. 

15 19. Recipient sous la forme de poches souples, lienn6tiques et steriles comprenant le 
concentrat selon Tune quelconque des revendications 1 a 16. 

20. Produit alimentaire additive, caracterise en ce que T additif alimentaire utilise est 
un concentrat liquide de bacteries adaptees et viables selon Tune quelconque des 

20 revendications 1 a 1 6. 

21. Produit alimentaire additive selon la revendication 20, caracterise en ce qu'il s'agit 
d'un prodiiit laitier et/ou d'une boisson. 

25 22. Procede de fabrication d'un produit alimentaire additive selon Tune quelconque 
des revendications 20 a 21, caracterise en ce que le concentrat Hquide de bacteries 
adaptees et viables est additionne au produit alimentaire en fin de ligne de 
production et avantageusement avant le conditionnement du produit alimentaire. 
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23. Procede de fabrication d'un produit alimentaire additive selon la revendication 22^ 
caracterise en ce que le concentrat liquide de bacteries adaptees et viables est 
additionne au produit alimentaire en b'gne par pompage. 
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